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EFEK PEMBERIAN TEPUNG CANGKANG UDANG VANNAMEI 
(Litopenaeus vannamei) TERHADAP JUMLAH OSTEOBLAS 
DAN TEBAL MATRIKS TULANG HUMERUS 
HEWAN MODEL OVARIEKTOMI 
 
ABSTRAK 
Ovariektomi merupakan proses pengangkatan ovarium pada hewan betina 
sehingga terjadi penurunan estrogen. Penurunan estrogen mengakibatkan 
penurunan absorbsi kalsium di usus dan peningkatan hormon paratiroid untuk 
menstimulasi osteoklas dalam meresorpsi tulang sehingga memicu terjadinya 
osteoporosis. Salah satu tindakan terapi osteoporosis adalah pemberian kalsium 
yang berasal dari tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus vannamei). 
Tujuan penelitian ini untuk mengetahui pengaruh tepung cangkang udang vannamei  
terhadap jumlah sel osteoblas dan tebal matriks tulang humerus hewan model 
ovariektomi. Hewan model dalam penelitian ini adalah tikus putih (Rattus 
norvegicus) betina yang dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok kontrol 
negatif, kelompok kontrol positif, kelompok terapi 500 mg/kg BB, kelompok terapi 
1000 mg/kg BB dan kelompok terapi 1500 mg/kg BB yang diberikan selama 90 
hari. Pengamatan sel osteoblas dan tebal matriks tulang diamati dengan teknik 
Haematoxylen-Eosin. Analisa data dilakukan secara kuantitatif dengan  ANOVA 
dan uji lanjutan Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan α = 5 %. Hasil penelit ian 
menunjukkan bahwa tepung cangkang udang dapat meningkatkan jumlah sel 
osteoblas secara nyata (p<0,05) dosis 500 mg/kg BB sebesar 11,4 %, dosis 1000 
sebesar 47,29 % dan dosis 1500 mg/kg BB sebesar 27,43 %. Selain itu pemberian 
terapi juga berpengaruh nyata (p < 0,05) pada tebal matriks tulang humerus pada 
dosis 500 mg/kg BB sebesar 6,48 %, dosis 1000 mg/kg BB sebesar 23,46 % dan 
dosis 1500 mg/kg BB sebesar 13,23 %. Kesimpulan dari penelitian ini adalah 
tepung cangkang udang vannamei dengan dosis optimal 1000 mg/kg BB mampu 
meningkatkan sel osteoblas dan tebal matriks tulang humerus hewan model 
ovariektomi. 





THE EFFECT OF VANNAMEI SHRIMP SHELL POWDER  
(Litopenaeus vannamei)  AGAINST  THE  NUMBER OF  
OSTEOBLASTS  AND  HUMERUS BONE MATRIX  





Ovariectomy is a process of removing ovaries female animal for getting 
decreased estrogen. Decreased of estrogen causes a decrease calsium absorption in 
the intestines and increase parathiroid hormone to simulate osteoclast in bone 
resorption that trigger osteoporosis. One of the measures osteoporosis therapy is 
administration of calsium that contained from vannamei shrimp shell flour. The 
purpose of this research is determine effect of vannamei shrimp shell flour on the 
count of osteoblast cells and thickness matrix of humerus bone from ovariectomized 
animals model. The experimental animal used in this research is female white rats 
(Rattus norvegicus) were divided into 5 groups : first group were negative control, 
second group were positive control,  therapy 500 mg/Kg BW, therapy 1000 mg/Kg 
BW, and therapy 1500 mg/kg BW. The osteoblast cell and matrix thickness 
observed using Haematoxylen-Eosin staining. Data analyze in this research used 
quantitatively analyze with ANOVA and advance test by HSD with α =5 %. The 
result showed that vannamei shrimp shell powder can increase the count of 
osteoblast cells significantly (p<0.05) dose of 500 mg/kg BW by 11,4 %, dose of 
1000 mg/kg BW by 47,29 %, dose of 1500 by 27,43 %, and the size of matrix 
thickness significantly (p < 0.05) dose of 500 mg/kg BW by 6,48 %, dose of 1000 
mg/kg BW by 23,46 %, dose of 1500 mg/kg BW by 13,23 %. The conclusion of 
this study is the vannamei shrimp shell flour with optimal dose of 1000 mg/kg BW 
can increase the count of osteoblast cells and matrix tickness of humerus bone of 
ovariectomized animals model. 
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BAB I PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
Ovariektomi merupakan salah satu teknik operasi yang dilakukan dengan cara 
mengangkat ovarium dalam pengkondisian hewan menjadi model osteoporosis , 
dengan diangkatnya ovarium maka didapatkan hewan model akan mengalami 
penurunan estrogen secara drastis. Turunnya hormon esterogen pada masa 
menopause sering dikaitkan dengan peningkatan resorpsi tulang, karena hormon 
estrogen ikut berperan dalam penyerapan kalsium dalam usus untuk menjaga 
kepadatan tulang. Penurunan esterogen mengakibatkan penurunan absorpsi kalsium 
dan peningkatan ekskresi kalsium melalui ginjal sehingga meningkatkan hilangnya 
massa tulang pascamenopause pada tikus ovariektomi (Ocky. 2013). 
Estrogen bekerja langsung pada duodenum untuk memicu absorpsi kalsium 
secara transselular dan bekerja langsung pada ginjal untuk meningkatkan reabsorpsi 
kalsium dalam tubulus ginjal. Pada tulang esterogen bekerja menurunkan 
pembentukan osteoklas dan aktivitas osteoklas meresorpsi tulang, meningkatkan 
pembentukan osteoblas dan fungsi osteoblas untuk membentuk tulang, serta 
mengendalikan osteoblas dan adiposit  dalam sumsum tulang (Hartiningsih. 2012). 
Defisiensi estrogen mengakibatkan penurunan penyerapan kalsium dalam 
usus, keadaan ini mengakibatkan penurunan kadar kalsium dalam darah sehingga 
menginduksi kelenjar paratiroid untuk mensekresikan PTH (Parathyroid Hormon) 
dengan target organ Ginjal dan tulang. Pada ginjal PTH menstimulasi munculnya 
enzim 1a-hidroksikalsiferol untuk merubah 2,5-dihidroksikalsiferol menjadi 1,25-




di dalam usus. Pada tulang PTH menstimulasi makrofag dalam mensekresikan 
Sitokin (Interleukin-1, interleukin-6 dan TNF-α). Sitokin yang dihasilkan akan 
mengaktivasi osteoklas untuk meresorpsi tulang dengan cara menguraikan kalsium 
tulang untuk dilepaskan dalam darah. Semakin banyak osteoklas menyebabkan sel 
osteoblas terdegradasi yang menyebabkan kepadatan tulang menurun (Rizki, 2013). 
Penurunan kepadatan tulang terjadi pada seluruh bagian tulang namun tingkat 
keparahan kerusakan terkait dengan remodelling tulang lebih mudah mudah dilihat 
dari tulang tulang panjang termasuk tulang humerus. Pada daerah caput  dari tulang 
humerus memiliki batasan yang jelas antara lempeng pertumbuhan dan trabekula, 
dimana osteosit, osteoblas dan osteoklas banyak beraktivitas pada daerah tersebut, 
maka daerah caput humeri lebih mudah untuk diamati (Ocky. 2013). 
Salah satu cara dalam menangani osteoporosis adalah memberikan asupan 
kalsium dari luar untuk membantu mengurangi terjadinya osteoporosis, asupan 
kalsium tinggi dapat meningkatkan pemulihan tulang dan menurunkan resiko patah 
tulang (Rizki, 2013). Salah satu alternatif yaitu dengan pemberian tepung cangkang 
udang Vannamei (Litopenaeus vannamei) yang mengandung kalsium yang cukup 
tinggi 16,69 % (Cahyani, 2013). Udang merupakan salah satu komoditas andalan 
sektor perikanan yang umumnya udang di ekspor dalam bentuk beku tanpa 
cangkang (kulit dan kelapa). Cangkang dari industri udang beku sangat melimpah 
sebagai limbah udang. Pada usaha pengolahan udang menghasilkan antara 30 % - 
75% dari berat udang. Pemanfaatan limbah udang selama ini kurang maksimal dan 
hanya sebagai pencampur ransum pakan ternak, bahan pencampur pembuatan 
terasi, petis dan kerupuk udang (Cahyani. 2013).  
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Pemberian tepung cangkang udang diharapkan menambah konsentrasi kalsium 
dalam tubuh sehingga penurunan penyerapan kalsium dari usus akibat turunnya 
kadar esterogen dalam tubuh dapat dikompensasi dengan kalsium yang berasal dari 
tepung cangkang udang. Penambahan konsentrasi kalsium dari tepung cangkang 
udang akan meningkatkan kadar kalsium dalam darah yang memicu hormon 
kalsitonin yang menstimulasi pembentukan osteoblas. Kalsitonin akan 
menghambat sekresi sitokin yang akan membuat marofag terdiferensiasi menjadi 
osteoklas, pembentukan osteoklas yang terhambat akan menjadikan jumlah 
osteoblas meningkat dan kepadatan tulang meningkat (Yacobus, 1992). 
1.2 Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah dari penelitian ini yaitu : 
1. Apakah terdapat pengaruh pemberian tepung cangkang udang vanname i 
terhadap jumlah sel osteoblast tulang humerus pada tikus (Rattus 
norvegicus) model ovariektomi? 
2. Apakah terdapat pengaruh pemberian tepung cangkang udang vanname i 
terhadap tebal matriks tulang humerus pada tikus (Rattus norvegicus) 
model overiektomi? 
1.3 Batasan Masalah 
Batasan Masalah pada penelitian ini adalah :  
1. Hewan model ovariektomi yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) 
dari Laboratorium Saintek Universitas Islam Maulana Malik Ibrahim 
Malang dengan umur 8-12 minggu dan berat badan antara 180-200 gram 
yang telah mendapatkan persetujuan komisi laik etik Universitas Brawijaya.  
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2. Tikus pada penelitian ini menggunakan ovariektomi dengan insisi pada 
daerah flank. 
3. Terapi osteoporosis dilakukan dengan pemberian tepung cangkang udang 
vannamei. 
4. Variabel yang diamati adalah jumlah sel osteoblas dan tebal matriks tulang 
Humerus. 
1.4 Tujuan Penelitian 
Tujuan penelitian ini adalah : 
1. Mengetahui pengaruh tepung cangkang udang vannamei yang diberikan 
kepada tikus (Rattus norvegicus) model ovariektomi terhadap jumlah sel 
osteoblas tulang humerus. 
2. Mengetahui pengaruh tepung cangkang udang vannamei yang diberikan 
kepada tikus (Rattus norvegicus) model ovariektomi terhadap tebal matriks 
tulang humerus. 
1.5 Manfaat Penelitian 
 Penelitian ini diharapkan memberikan informasi dan wawasan kepada 
masyarakat bahwa tepung cangkang udang vannamei dapat digunakan sebagai 





BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Hewan Coba Model Ovariektomi  
Tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar  merupakan salah satu hewan 
percobaan yang biasa digunakan dalam berbagai penelitian. Hewan ini telah banyak 
diketahui baik sifat karakteristik, serta struktur anatominya dan zat gizi yang 
diperlukan hampir sama dengan manusia (Smith. 1998).  
Tikus betina memasuki usia dewasa pada umur 40 – 60 hari, masa bunting 
selama 23 hari dengan berat rata-rata 190 gram, dengan umur yang relatif pendek 
tikus digunakan sebagai hewan coba dalam berbagai penelitian (Sirois, 2005). 
Terdapat beberapa galur atau varietas tikus yang memiliki kekhususan tertentu 
antara lain galur sprague-dawley yang berwarna albino putih, berkepala kecil dan 
ekornya lebih panjang daripada badannya; galur wistar ditandai dengan kepala 
besar dan ekor yang lebih pendek; dan galur long evans yang lebih kecil daripada 
tikus putih dan memiliki warna hitam pada kepala dan tubuh bagian depan 
(Juhriyyah, 2008). Gambaran dari hewan yang digunakan sebagai hewan model 














Ovariektomi adalah suatu tindakan pembedahan atau teknik laparatomi 
untuk pengambilan ovarium belateral. Secara luas pada bidang biomedis, tikus 
ovariektomi merupakan hewan model dan dapat menjadi model wanita menopause. 
Melakukan ovariektomi pada kedua ovarium pada tikus percobaan akan 
menginduksi osteoporosis pada trabekula tulang rahang karena ovariektomi akan 
menstimulasi kerja osteoklas. Hilangnya fungsi ovarium dalam hipoestrogenis 
merupakan faktor utama kehilangan massa tulang.  Ovariektomi akan menyebabkan 
perubahan dan penurunan volume tulang, peningkatan jumlah osteoklas, serta 
peningkatan enzim serum alkalin fosfatase yang dapat meningkatkan resiko 
terjadinya osteoporosis (Sabri, 2011). 
Osteoporosis atau keropos tulang merupakan keadaan dimana ada 
pengurangan dalam massa jaringan tulang per unit volume, tulang menjadi tipis, 
lebih rapuh dan mengandung sedikit kalsium (Liliana, 2000). Jika seseorang 
terserang osteoporosis maka lapisan tulang yang keras akan menipis dan rongga-
rongga di dalam tulang akan membesar. Osteoporosis dapat mengurangi kekuatan 
dari mineral dari tulang tanpa disadari serta meninggalkan lubang-lubang besar 
didalam struktur sarang lebah dari baguan dalam atau bagian trabekular, tulang pun 
menjadi lemah dan rapuh serta mudah patah jika terkena sedikit benturan 
(Christianty, 2009). 
Terjadinya osteoporosis secara selular disebabkan karena jumlah dan 
aktivitas sel osteoklas melebihi dari jumlah dan aktivitas sel osteoblas  (sel 
pembentuk tulang). Keadaan ini mengakibatkan penurunan massa tulang. Ada 





meningkatkan aktivitasnya, antara lain adalah karena defisiensi estrogen, 
munculnya faktor sitokin dan pembebanan mekanik pada tulang (Kawiyana. 2009). 
Estrogen merupakan inhibitor resorpsi kalsium di tulang yang potensial 
karena keberadaannya dapat menunjang sekresi dan meningkatkan produksi 
kalsitonin serta menurunkan sekresi hormon paratiroid. Penurunan estrogen dapat 
menghambat proses pembentukan osteoblas untuk membentuk jaringan matriks. 
Estrogen bertanggung jawab pada fase pertumbuhan dan penutupan perkembangan 
epifisis pada tulang panjang masa pubertas. Defisiensi estrogen akan menyebabkan 
terjadinya osteoklastogenesis meningkat dan berlanjut dengan kehilangan tulang 
(Agung, 2013). 
Estrogen dalam keadaan normal dalam sirkulasi mencapai sel osteoblas, dan 
beraktivitas melalui reseptor yang terdapat di dalam sitosol sel tersebut, 
mengakibatkan menurunkan sekresi sitokin seperti : Interleukin-1 (IL-1), 
Interleukin-6 (IL-6), dan Tumor Nekrosis Factor-alpha (TNF-α), merupakan 
sitokin yang berfungsi dalam penyerapan tulang. Sementara itu estrogen 
meningkatkan sekresi Transforming Growth Factor β  (TGF-β), yang merupakan 
satu - satunya faktor pertumbuhan (growth factor) yang merupakan mediator untuk 
menarik sel osteoblas ke tempat lubang tulang yang telah diserap oleh sel osteoklas. 
Sel osteoblas merupakan sel target utama dari estrogen, untuk melepaskan beberapa 
faktor pertumbuhan dan sitokin, sekalipun secara langsung maupun tidak langsung 







2.2 Udang Vannamei Sebagai Sumber Kalsium 
Indonesia merupakan negara yang mengekspor udang dalam bentuk beku 
tanpa cangkang. Cangkang dari industri udang beku sangat melimpah sebagai 
limbah udang (Mawarda etal. 2011). Udang merupakan subfilum Crustacea yang 
secara morfologi tubuhnya terdiri atas kepala dan dada yang menyatu 
(cephalothorax) dan abdomen. Cephalothorax terdiri dari 13 ruas, yaitu 5 ruas di 
bagian kepala dan 8 ruas di bagian dada. Bagian badan dan abdomen terdiri dari 6 
ruas, tiap-tiap ruas (segmen) mempunya sepasang anggota badan (kaki renang) 
yang beruas ruas dan  ujung ruas terdapat ekor kipas. 
Limbah udang dapat diperoleh dari industri pengolahan udang beku dan 
pengalengan udang. Limbah udang tersebut pada umumnya terdiri dari bagian 
kepala, kulit,  dan sedikit daging udang. Limbah udang yang dihasilkan dari proses 
tersebut berkisar antara 30-75 % dari berat total udang, dengan demikian jumlah 
dari limbah dari usaha pengolahan udan cukup tinggi (Darmawan, et al., 2007). 
 Menurut Mahata dalam Mawarda (2011) cangkang udang mengandung 
serat, protein, lemak, juga kitin. Komponen penyususn udang disajikan pada tabel 








Komponen Jumlah Komponen (%) 
Air 7,87 
Serat Kasar 26,89 












Limbah udang yang terdiri dari bagian kepala, kulit, serta ekor tersebut 
mengandung protein 25 – 40 %, kalsium karbonat 45- 50 % dan kitin sebanyak 15 
– 20 % kandungan kapur yang cukup tinggi digunakan untuk bahan pakan ternak 
yang membutuhkan kalsium tinggi seperti unggas petelur ataupun ternak 
ruminansia dengan tingkat produksi saat bunting atau laktasi (Andre, 2015). 
2.3 Struktur Tulang Humerus 
Tulang merupakan jaringan dalam tubuh yang mengandung zat organik dan 
anorganik. Zat organik sebanyak 30 % terdiri dari matriks kolagen dan kolagen non-
glikoprotein, fosfoprotein, fosfolipid dan mukopolisakarida yang bersama-sama 
membentuk osteosid yang terdiri dari kurang lebih 95% dari total volume, 
sedangkan  5 % dari organik terdiri dari sel-sel osteoblas (Prabowo, 1997).  
Menurut Agung (2013) berdasarkan konfigurasinya tulang dibagi dalam dua 
tipe yaitu spongiosa (trabekular) dan tipe kompakta (kortikal). Tulang kompak 
menempati 80 % dari keseluruhan massa tulang dan merupakan lapisan terluar 
(korteks) tulang. Tulang kompakta terdiri dari jaringan kolagen dan hidroksiapati  
yang membentuk 3 lapisan, yaitu lapisan periosteum, intrakompakta, dan 
endosteum. Periosteum adalah selubung fibrosa yang membungkus tulang, kecuali 
permukaan sendi. Sel tulang kortikal terdiri dari jaringan padat yang sebagian besar 
tersusun sari mineral tulang dan elemen matriks ekstra selular, terpisahkan oleh 
penetrasi pembulu darah dan sekumpulan osteosit yang ada dalam tulang. Osteosit 
ini berhubungan satu sama lain dengan osrteoblas pada permukaan tulang yang 





memungkinkan perpindahan kalsium dari dalam tulang ke permukaan. Kepadatan 
tulang kortikal menghasilkan suatu kekuatan terhadap beban yang berat yang 
mengenai tulang- tulang panjang. Struktur tulang panjang dapat dilihat pada gambar 








2.4 Sel-sel dalam Tulang 
Pada tulang dibedakan menjadi beberapa jenis sel tulang yaitu osteoblas, 
osteosit dan osteoklas. Osteoblas merupakan sel berinti tunggal yang terdapat di 
permukaan luar (periosteum) dan di dalam tulang (endosteum). Sitoplasmanya 
bersifat basofil karena mengandung nukleoprotein (Gambar 2.3). Apabila sel ini 
berada dalam keadaan aktif berbentuk kuboid, sedangkan dalam keadaan tidak 
aktif, osteoblas berbentuk pipih. Dalam proses perbaikan kondisi tulang setelah 
adanya perombakan tulang oleh osteoklas, ditemukan adanya osteoblas untuk 
mensintesis matriks tulang baru yang diawali dengan proses mineralisasi dan 
kolagenasi matriks tulang.  
Osteoblas berfungsi menghasilkan kolagen, proteglikan, dan glikoprotein 
untuk pembuatan dan pertumbuhan tulang dan juga untuk pebentukan tulang pada 





kartilago (Telford dan bridgman, 1995). Dalam proses perbaikan kondisi tulang 
setelah adanya perombakan tulang oleh osteoklas, biasanya ditemukan adanya 
osteoblas aktif ditempat itu untuk mensintesis matriks baru yang diawali dengan 
proses mineralisasi dan kolagenisasi matriks tulang. Osteoblas berfungsi 
menghasilkan kolagen, proteoglikan dan glikoprotein untuk pembuatan dan 
pertumbuhan tulang baru pada daerah permukaan tulang serta untuk pembentukan 
tulang pada jaringan kartilago (Sabri, 2011). 
Proses perkembangan dan pembentukan tulang oleh osteoblas dipengaruhi 
oleh faktor yang bersifat lokal maupun sistemik. Faktor lokal yang mempengaruhi 
dalam meningkatkan pembentukan tulang adalah Bone Morphogenic Protein 
(BMP), Transforming Growth Factor- beta (TGF-β), insuline like growth factor-1, 
estrogen, triiodotironin (T3), tetraiodotironin (4), kalsitriol [1,25-(OH)2D3], dan 
prostaglandin E2 (PGE2). Faktor sistemik yang meningkatkan pembentukan tulang 
adalah fluroida, PTH (paratiroid hormon), vitamin D, sitokin, kortisol, dan aktivitas 
individu. Faktor sistemik lainnya yang bekerja dengan menghambat formasi tulang 
adalah hormon kortikosteroid yang dihasilkan oleh korteks adrenal (Ott, 2002).  
Tipe sel lainnya adalah osteosit, yaitu osteoblas yang sudah menetap pada 
lakuna pada saat pembentukan lapisan permukaan tulang berlangsung (Puzas, 
1993). Osteosit merupakan sel yang telah dewasa pada tulang, berperan dalam 
mengatur metabolisme seperti pertukaran nutrisi dan zat sisa dengan darah. Osteosit 
terletak diantara lamela matriks pada saat pembentukan lapisan permukaan tulang 
berlangsung. Sel osteosit secara langsung terlibat dalam mempertahankan matriks 





Osteoklas memiliki progenitor yang berbeda di sel tulang lain karena tidak 
berasal dari mesenkim, melainkan dari jaringan mieloid, yaitu monosit atau 
makrofag pada sumsum tulang. Osteoklas bertanggung jawab terhadap resorpsi 
kalsium tulang dan kartilago. Osteoklas memiliki progenitor yang berbeda dari sel 
tulang lainnya karena tidak berasal dari sel mesenkim, melainkan dari mieloid, yaitu 
dari monosit atau makrofag pada sumsum tulang (Ott, 2002). 
Osteoklas ini bersifat mirip dengan sel fagosistik lainnya dan berperan aktif 
dalam proses resorpsi tulang. Osteoklas merupakan sel fusi dari beberapa monosit 
sehingga bersifat multinukleus (10-2- nuklei) dengan ukuran yang besar dan berada 
di tulang kortikal atau tulang trabekular (Sabri,2011). Gambaran histopatologi sel 







2.5 Matriks Tulang 
Matriks tulang merupakan substansi interseluler yang mengandung 30 % 
matriks organik dan 70 % garam anorganik. Komponen organik dibentuk dari 
kolagen, sisanya terdiri dari proteoglikan dan molekul - molekul non proteoglikan 
yang tampaknya terlibat dalam proses mineralisasi tulang. Kolagen yang dimiliki 
tulang adalah kurang lebih setengah dari total kolagen tubuh, strukturnya pun 





hampir sama dengan kolagen pada jaringan ikat lainnya. Matriks anorganik 
merupakan bahan mineral yang sebagian besar terdiri dari kalsium dan fosfat dalam 
bentuk kristal – kristal hydroxyapatite. Kristal – kristal tersebut tersusun sepanjang 
serabut kolagen. Bahan mineral lainnya yaitu ion sitrat, karbonat, magnesium, 
natrium, dan potasium. Kekerasan tulang tergatung dari bahan anorganik dalam 
matriks, sedangkan dalam kekuatannya tergantung dari bahan – bahan organik 
khususnya serabut kolagen (Junaedi, 2007).   
Keseluruhan konsentris tulang disebut osteon. Di dalam osteon terdapat 
sistem havers yang tersusun dari lamella, lakuna, kanalikuli, dan saluran havers. 
Lamella adalah lapisan konsentrik dengan ketebalan 3-7 µm yang didalamnya 
terdapat ruang – ruang kecil yang disebut lakuna. Dalam setiap lakuna mengandung 
osteosit dan diantara lakuna satu dngan yang lainnya terdapat matriks yang terdiri 
dari garam mineral dan serat kolagen. Kekerasan kekuatan tulang dipengaruhi oleh 
ketebalan matriks yang dapat diukur melalui jarak antar osteosit dalam lakuna yung 
saling berdekatan (Sabine, 2008) 
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BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
 









Penyerapan Ca Usus 
 
Kadar Ca Darah 
Keterangan : 
  : Variabel yang diamati 
  : Variabel Bebas   
  : Menstimulasi 
  : Efek perlakuan ovariektomi 
: Efek terapi tepung  
cangkang udang vannamei 
 
 
  Osteoblas  Osteoklas  
Tebal Matriks 
Tulang  






Tindakan ovariektomi merupakan pengangkatan ovarium sebagai penghasil 
hormon estrogen terbesar yang ada dalam tubuh yang akan menyebabkan produksi 
hormon estrogen menurun. Defisiensi estrogen akan mempengaruhi tulang secara 
langsung dan tidak langsung. Secara langsung estrogen dapat menghambat aktifitas 
osteoblas dalam membentuk matriks tulang melalui ER-α dan ER-β yang terdapat 
pada sitisol osteoblas. Secara tidak langsung penurunan estrogen akan 
menyebabkan proses penyerapan kalsium dalam usus akan terhambat, hal ini terjadi 
karena terjadi penurunan produksi protein pengikat kalsium yang berfungsi dalam 
brush border usus. Penurunan penyerapan kalsium pada usus akan menyebabkan 
kadar kalsium dalam darah menurun, penurunan kalsium dalam darah akan 
direspon oleh hipofisa dengan mensekresikan PTH (Parathyroid hormon) serta 
penurunan kalsitonin. Hormon paratiroid  memiliki reseptor pada tulang dan ginjal. 
PTH bertugas menstimulasi aktivitas kerja ginjal untuk meningkatkan kadar 
kalsium dalam darah dengan cara menstimulasi munculnya enzim 1a-hidroksilase 
untuk merubah 25-hidroksikalsiferol yang berasal dari metabolit vitamin D dan 
merubahnya menjadi 1,25-dihidroksikalsiferol sehingga terjadi peningkatan 
penyerapan kalsium di dalam usus. 
Tulang merespon peningkatan PTH dengan mengaktifasi  osteoblas untuk 
mensekresikan RANKL (Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand). 
Kemudian berikatan dengan RANK (Receptor activator of nuclear factor kappa-B) 
yang terdapat pada permukaan makrofag yang berada di sumsum tulang, Ikatan 
RANK dan RANKL memicu terjadinya diferensiasi makrofag menjadi osteoklas. 
Meningkatnya PTH juga akan menstimulasi makrofag untuk mensekresi sitokin 
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(Interleukin-1, Interleukin-6 dan TNF-α). Sitokin yang dihasilkan tersebut 
mengaktivasi osteoklastogenesis untuk merangsang resorpsi tulang. Dengan 
osteoklas yang semakin banyak maka menyebabkan sel-sel osteoblas terdegradasi 
oleh osteoklas menyebabkan jumlah sel osteoblas menurun. Resorpsi tulang akan 
meningkat sehingga muncul pelepasan kalsium dan kepadatan tulang akan 
menurun. 
Pemberian tepung cangkang udang diharapkan menambah konsentrasi 
kalsium dalam tubuh sehingga penurunan penyerapan kalsium dari usus akibat 
turunnya kadar esterogen dalam tubuh dapat dikompensasi dengan kalsium yang 
berasal dari tepung cangkang udang. Penambahan konsentrasi kalsium dari tepung 
cangkang udang akan meningkatkan kadar kalsium dalam darah yang memicu 
hormon kalsitonin menstimulasi pembentukan osteoblas. Kalsitonin berfungsi 
untuk menurunkan kadar kalsium dalam darah dengan memicu osteoblas 
mensekresikan OPG (Osteoprotegerin). OPG akan mengikat RANKL sehingga 
RANKL tidak dapat berikatan dengan reseptornya, yaitu RANK. Ikatan RANKL – 
RANK yang tidak terbentuk menyebabkan makrofag tidak dapat terdiferensiasi 
menjadi osteoklas sehingga menghambat resorpsi tulang yang berlebihan. Hal 
tersebut membuat sekresi sitokin menurun yang akan menghambat marofag 
terdiferensiasi menjadi osteoklas, pembentukan osteoklas yang terhambat akan 






3.2 Hipotesis Penelitian 
Berdasarkan rumusan masalah yang telah dipaparkan, maka hipotesis yang 
dapat diajukan adalah sebagai berikut : 
1. Pemberian Tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus vannamei)  
terhadap tikus (Rattus norvegicus) model ovariektomi dapat 
meningkatkan jumlah sel osteoblas pada caput tulang humerus. 
2. Pemberian Tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus vannamei)  
terhadap tikus (Rattus norvegicus) model ovariektomi dapat 




BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN 
4.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret sampai Juni 2016 di Laboratorium 
Farmakologi, Fakultas Kedokteran, Universitas Muhammadiyah Malang. 
4.2 Alat dan Bahan Penelitian 
4.2.1 Alat Penelitian 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini untuk pemeliharaan adalah kandang 
hewan, sonde lambung, spuit ukuran 1ml, timbangan, kapas, blender, oven, ayakan 
ukuran 100 mesh, alat operasi yaitu : pinset, gunting, scalpel, arteri clam, pisau 
bedah, needle holder, needle, inkubator, stains jar,  freezer, mikrotom, mikroskop 
cahaya Olympus BX51, program Dot Slide dan Image Raster 
4.2.2 Bahan Penelitian 
 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah hewan coba yaitu tikus 
betina galus wistar yang mendapatkan pakan standart AIN 93M dan minum secara 
ad libitum yang dipesan di Laboratorium Sains dan Teknologi Universitas Islam 
Negeri Maulana Maliki Ibrahim Malang, tepung cangkang udang vannamei 
(Litopenaeus vannamei) yang diambil dari limbah udang di Pasar Lingkar Timur 
Sidoarjo, alkohol 70%, povidon iodin, ketamin, aquades, NaCL Fisiologis, benang 
catgut kromik, benang silk formalin buffer 10%, alkohol, 80%, alkohol 80 %, 







4.3 Tahapan Penelitian 
4.3.1 Penetapan Sampel Penelitian 
Sampel dalam penelitian menggunakan hewan coba tikus (Rattus 
norvegicus) betina berumur 8-12 minggu dengan berat badan 100 gram – 200 gram. 
Hewan coba sebelumnya diaklimatisasi selama satu minggu supaya dapat 
menyesuaikan diri dengan lingkungan laboratorium. Estimasi jumlah sampel dapat 
dihitung dengan rumus 
t(n-1) ≥ 15 
5(n-1) ≥ 15 
5n – 5 ≥ 15 
5n ≥ 15+ 5 
5n ≥ 20 
n ≥ 4 
Berdasarkan hasil perhitungan di atas, maka untuk perlakuan diperlukan 
sampel ulangan sebanyak 4 kali dalam setiap perlakuan. Sehingga jumlah hewan 
coba yang dibutuhkan dalam penelitian adalah 20 ekor. 
4.3.2  Rancangan Penelitian 
Penelitian ini bersifat eksperimental (experiment design) dengan 
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Dalam penelitian ini digunakan 
tikus putih jenis Wistar sebagai hewan coba, yang dilakukan perlakuan 
ovariektomi. Dalam penelitian ini dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan. Kelompok 
penelitian ditunjukkan dalam Tabel 4.1 sebagai berikut : 
 
Keterangan : 
t = Jumlah kelompok (terdiri dari lima macam 
perlakuan) 
n = Jumlah ulangan yang diperlukan 
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Tabel 4.1 Rancangan Kelompok Penelitian 
 
4.3.3  Variabel Penelitian 
Adapun variabel penelitian terdiri dari : 
1. Variabel bebas : Pelakuan ovariektomi pada tikus dan Terapi ekstrak tepung 
cangkang udang vannamei yaitu 500 mg/kg BB, 1000 mg/kg BB dan 1500 
mg/kg BB yang diberikan selama 90 hari berturut-turut. 
2. Variabel terikat : Jumlah sel osteoblas pada tulang humerus dan tebal matriks 
tulang pada tulang humerus. 
3. Variabel kontrol : Berat badan tikus, umur tikus, jenis kelamin tikus, suhu 
ruangan, kelembaban, kandang dan pakan tikus. 
4.4  Prosedur Penelitian 
4.4.1  Persiapan Hewan Percobaan 
Tikus yang digunakan untuk penelitian diadaptasi terhadap lingkungan 
selama tujuh hari dengan pemberian makanan berupa ransum basal pada semua 
Kelompok Keterangan 
K- 
Kontrol negatif yaitu kelompok tikus tanpa ovariektomi dan 
tanpa pemberian tepung cangkang udang vannamei 
K+ 
Kontrol positif  yaitu tikus ovariektomi tanpa pemberian 
tepung cangkang udang vannamei 
P1 
Perlakuan 1, yaitu tikus ovariektomi yang diberi terapi 
tepung cangkang udang vannanmei dengan  dosis 500 mg/kg 
BB 
P2 
Perlakuan 2, yaitu tikus ovariektomi yang diberi terapi 
tepung cangkang udang vannamei dengan dosis 1000 mg/kg 
BB 
P3 
Perlakuan 3, yaitu tikus ovariektomi yang diberi terapi 




tikus. Tikus dibagi dalam 5 kelompok perlakuan. Setiap kelompok perlakuan terdiri 
dari 4 ekor tikus. Komposisi ransum basal disusun berdasarkan standar Association 
of Analytical Communities (AOAC) (2005) yaitu mengandung karbohidrat, protein 
10%, lemak 3%, mineral, vitamin, dan air 12%. 
Tikus ditempatkan pada wadah bak plastik dengan ukuran diameter 80 cm 
dan tinggi 40 cm jumlahnya sesuai dengan jumlah tikus yang digunakan. Tempat 
tikus berlokasi pada tempat yang bebas dari suara ribut dan terjaga dari asap industri 
serta polutan lainnya. Lantai kandang mudah dibersihkan, disanitasi dan ventilasi 
yang cukup. 
4.4.2 Pembuatan Tepung Cangkang Udang 
Pembuatan tepung cangkang udang dilakukan sesuai dengan metode 
Cahyani (2013), tepung cangkang udang dibuat dari hasil pengolahan udang yang 
diambil cangkang udang, kepala dan ekor. Lalu cangkang udang di cuci dengan air 
sampai bersih, kemudian dioven dengan suhu 60 derajat Celsius selama kurang 
lebih 24 jam sampai kering. Selanjutnya setelah cangkang udang kering haluskan 
dengan blender. Cangkang udang yang sudah halus diayak dengan ayakan ukuran 
100 mesh agar tepung semakin halus dan tepung cangkang udang siap digunakan. 
4.4.3 Ovariektomi pada Tikus 
Persiapan hewan coba model osteoporosis dengan tindakan ovariektomi 
dilakukan adaptasi dengan lingkungan dan juga pakan yang diberikan selama 7 hari. 
Setelah diadaptasi hewan coba dilakukan operasi ovariektomi. Ovariektomi yang 
dilakukan berdasarkan prosedur Hartiningsih (2012) yaitu dengan penyayatan pada 
daerah flank bagian kiri dan kanan.  
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Tikus dianastesi menggunakan ketamine dengan dosis 1-4 ml/kgBB yang 
disuntikkan secara intramuskular. Setelah tikus teranastesi, tikus diletakkan diatas 
papan atau sterofoam dan keempat kakinya ditancapkan dengan jarum dan posisi 
tikus telungkup atau dorsoventral. Tikus kemudian dicukur bulu daerah flank dan 
dibersihkan menggunakan alkohol 70%. Penyayatan pada kulit dibuat dengan 
panjang lebih kurang 1-1,5 cm pada bagian dorsoventral, dari lumbal vertebra 
kedua sampai kelima atau sampai bagian tengah dari abdomen menggunakan pisau 
bedah. Sayatan tersebut merupakan panjang minimal yang diperbolehkan untuk 
ekstruksi ovarium. Kulit tikus sangat longgar, sehingga sayatan tersebut dapat 
ditarik dari satu sisi ke sisi lain. jaringan subkutan dibuka, lalu dinding abdomen 
disayat 1 - 2 cm , kemuadian bantalan lemak ditarik sehingga ovarium beserta 
saluran tuba falopii sehingga ovarium ikut terbawa keluar rongga abdomen.  
Ovarium diikat dengan benang catgut. Ovarium yang telah diikat, dipotong 
untuk memisahkan dari tuba falopii. Tuba falopii yang tersisa dikembalikan ke 
dalam rongga abdomen. Selanjutnya dilakukan penjahitan pada muskulus. 
Muskulus dijahit dengan catgut chromik 3.0 dengan tipe jahitan terputus sederhana 
sedangkan kulit dijahit dengan menggunakan benang silk dengan tipe jahitan 
terputus sedehana. Setelah muskulus dan kulit sudah tertutup, beri iodine sebagai 
antiseptik. Selama pengkondisian proses osteoporosis, dilakukan pengamatan foto 
X-ray pada hari ke 30, 60 dan 90 pasca ovariektomi untuk memastikan tikus telah 





4.4.4 Pemberian Terapi Tepung Cangkang Udang Vannamei      
Pemberian terapi pencegahan osteoporosis menggunakan tepung cangkang 
udang dilakukan setelah hewan coba dilakukan tindakan ovariektomi. Pemberian 
tepung cangkang udang diberikan selama 90 hari dengan dosis kelompok 3 500 
mg/kg BB, kelompok 2 dengan dosis 1000 mg/kg BB, dan kelompok 5 dengan dosis 
1500 mg/kg BB. Perhitungan dosis terapi tepung cangkang udang vannamei 
dilakukan dengan rumus berikut : 
Volume pemberian = 
𝐷𝑜𝑠𝑖𝑠
1000 g
 𝑥 𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐵𝑎𝑑𝑎𝑛 𝑇𝑖𝑘𝑢𝑠   
Perhitungan dosis tersebut dilakukan pada dosis 500, 1000, dan 1500 mg/kg 
BB. Kemudian untuk mempermudah sonde, maka dilakukan pelarutan tepung 
dalam aquadest. Pemberian terapi dilakukan sekali dalam satu hari. 
4.4.5 Pengambilan Jaringan pada Tulang Humerus 
Pembuatan preparat histologi dilakukan pembedahan terlebih dahulu 
dengan mematikan tikus dengan cara mendislokasi. Kemudian dilakukan 
pembedahan dan diambil tulang humerus. Tulang difiksasi pada bagian yang akan 
digunakan sebagai sediaan histopatologi dan dimasukkan ke dalam larutan 
paraformaldehid (PFA) 10 %. Setelah organ disimpan dilakukan fiksasi denngan 
meletakkan preparat tulang humerus yang telah diisolasi kedalam botol. 
Proses pembuatan preparat histologi terdiri dari fiksasi, dehidrasi dan 
infiltrasi, penjernihan, infiltrasi parafin, embedding, sectioning,  penempelan di 
gelas objek, serta pewarnaan menggunakan pewarna hematoksisin eosin (HE). 
  Organ yang difiksasi menggunakan PFA 10%, kemudian didehidrasi 
menggunakan etanol bertingkat dari konsentrasi 70% selama 24 jam, etanol 80% 
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selama 2 jam, etanol 90%, 95% dan etanol absolut selama 20 menit. Kemudian 
dilakukan penjernihan dengan cara merendam jaringan dengan larutan xylol I 
selama 20 menit dan xylol II selama 30 menit. Infiltrasi dan embeeding dengan 
menggunakan parafin cair pada inkubator bersuhu 58-60ºC. Lalu dilakukan 
trimming dengan cara cetakan dijepit dalam mikrotom dan jaringan dipotong 
dengan ketebalan 5µm. Sediaan disimpan dalam inkubator suhu 38-40ºC 24 jam 
dan kemudian dilakukan pewarnaan HE. 
4.4.6 Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin 
Pewarnaan HE dilakukan dengan cara meletakkan preparat yang akan 
diwarnai pada rak khusus dan dicelupkan secara berurutan ke dalam larutan. 
Larutan tersebut antara lain : xylol (3 menit) sebanyak dua kali, etanol absolut (3 
menit) sebanyak dua kali, etanol 90% (3 menit), etanol 80% (3 menit), kemudian 
dibilas dengan air. Selanjutnya diteteskan larutan hematoksilin 6-7 menit, bilas 
dengan air (1 menit). Lalu diteteskan larutan pembiru (1 menit) dan bilas dengan 
air (1 menit). Lalu diteteskan larutan eosin (1-% menit) dan bilas dengan air keran 
(1 menit).  
  Langkah selanjutnya kemudian dicelupkan ke dalam etanol 80% sebanyak 
10 celupan, dan dilanjutkan ke dalam 90% sebanyak 10 celupan, dan etanol absolut 
sebnyak 10 celupan, kemudian direndam dalam etanol absolut selama 1 menit. 
Selanjutnya direndam dalam xylol sebanyak 3x3 menit. Kemudian preparat 
diangkat satu persatu dari larutan xylol dalam keadaan basah, diberi satu tetes cairan 
perekat (DPX) dan selanjutnya ditutup dengan kaca penutup. Hasil pewarnaan 
dilihat di bawah mikroskop. 
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4.4.7 Perhitungan Sel Osteoblas 
Hasil histopatologi dengan pewarnaa HE diamati dengan menggunakan 
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x, perhitungan jumlah osteoblas 
dilakukan dengan cara menghitung jumlah total osteoblas yang teramati pada 5 
lapang pandang menggunakan fitur Counter pada aplikasi Optilab Image Raster. 
Osteoblas merupakan sel berinti tunggal yang terdapat di permukaan luar 
(periosteum) dan di dalam tulang (endosteum). Sitoplasmanya bersifat basofil 
karena mengandung nukleoprotein, apabila sel ini berada dalam keadaan aktif 
berbentuk kuboid, sedangkan dalam keadaan tidak aktif, osteoblas berbentuk pipih 
menyerupai epitel silindris (Telford, 1995).   
4.4.8 Pengukuran Tebal matriks tulang 
Hasil histopatologi dengan pewarnaa HE diamati dengan menggunakan 
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x, Pengukuran tebal matriks tulang 
humerus dilakukan menggunakan fitur Merasure pada aplikasi Optilab Image 
Raster. Pengukuran dilakukan dengan cara mengukur jumlah total jarak tebal 
matriks yang teramati pada 5 lapang pandang. Menurut Sabine (2008) ketebalan 
matriks tulang dapat diukur melalui jarak antar osteosit dalam lakuna yang 
berdekatan. 
4.5 Analisa Data 
Analisa data dalam penelitian ini menggunakan analisa kuantitatif  jumlah 
sel osteoblas dan tebal matriks tulang Humerus dengan  ragam one way ANOVA, 
Apabila antar kelompok perlakuan diperoleh hasil yang berbeda nyata maka 
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dilanjutkan dengan uji BNJ α = 0,05  untuk melihat dan menganalisa perbedaan 




BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN 
5.1 Pengaruh Pemberian tepung Cangkang Udang Vannamei (Litopenaeus 
vannamei) Terhadap Jumlah Osteoblas Tulang Humerus Tikus Model 
Ovariektomi 
Hasil pengamatan sel osteoblas dilakukan dengan teknik pewarnaan 
hematoksilin-eosin pada tulang humerus tikus model ovariektomi pada setiap 

















Gambar 5.1 Sel osteoblas pada tulang humerus tikus dengan pewarnaan 
hematoksilin-eosin (400x). 
Keterangan : (K-) kontrol negatif; (K+) kontrol positif; (P1) terapi 500 





















Osteoblas pada histopatologi tulang humerus terlihat berbentuk kuboid dan 
berada di luar permukaan jaringan matriks tulang (periosteum) berwarna kebiruan 
karena bersifat basofil pada sitoplasmanya (Gambar 5.1). Dalam proses proses 
resorpsi tulang oleh osteoklas, ditemukan adanya osteoblas untuk mensintesis 
matriks tulang baru yang dimulai dengan proses mineralisasi dan kolagenisasi 
matriks tulang (Telford dan Bridgman, 1995). 
Perhitungan sel osteoblas dilakukan pada setiap perlakuan dengan 5 lapang 
pandang dengan menggunakan counter. Data yang diperoleh dianalisa secara 
statistik menggunakan software SPSS metode one way ANOVA dilanjutkan dengan 
uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan α = 5% sehingga didapatkan hasil kuantitatif 
pada tabel 5.1. 
Tabel 5.1  Jumlah sel osteoblas tulang humerus pada masing masing kelompok 
perlakuan 
 
Keterangan : Penggunaan notasi yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan 
yang signifikan antar kelompok (p < 0,05). 
Hasil analisa statistik menunjukkan bahwa jumlah sel osteoblas pada 
Kelompok kontrol negatif sebesar 12,45 ± 0,59c sel osteoblas. Hasil ini berbeda 
dengan laporan Firdaus (2015) bahwa tikus normal (kontrol negatif) yang diberi 
Kelompok Perlakuan Rata-rata osteoblas Peningkatan Penurunan 
Kontrol negatif (K-) 12,45 ± 0,59c 
- - 
Kontrol positif (K+)      7,40 ± 0,97a - 40,56 % 
Perlakuan 1 dosis 500 
mg/kgBB (P1)      8,25 ± 0,59a 
11,4 % - 
Perlakuan 2 dosis 1000 
mg/kgBB (P2)     10,90 ± 0,62b 47,29 % - 
Perlakuan 3 dosis 1500 
mg/kgBB (P3)       9,43 ± 0,34
a 
27,43 % - 
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pakan 12 % kalsium menunjukkan jumlah sel osteoblas sebesar 18,80 ± 1,31 sel 
osteoblas. Perbedaan ini terlihat karena pada laporan Firdaus (2015) prosentase 
kalsium dalam pakan yang diberikan mengandung 12%, sedangkan pada penelitian 
terapi cangkang udang vannamei tikus kontrol negatif diberi pakan dengan 
prosentase kalsium sebesar 10,25 % (Lampiran 7).  
Kelompok kontrol positif didapatkan jumlah sel osteoblas sebesar 7,40 ± 
0,97a  hasil analisa menunjukkan bahwa kontrol positif memiliki beda nyata dengan 
kelompok kontrol negatif dengan adanya perbedaan notasi serta penurunan jumlah 
sebesar 40,56 %. Perlakuan ovariektomi mengakibatkan penurunan hormon 
estrogen, penurunan estrogen mengakibatkan jumlah dan aktivitas sel osteoklas 
melebihi dari aktivitas dan jumlah sel osteoblas sehingga terjadi penipisan tulang, 
hal ini juga sesuai dengan laporan Arjmandi (1996) bahwa ovariektomi pada kedua 
ovarium pada tikus akan menginduksi osteoporosis pada trabekula tulang, karena 
ovariektomi secara tidak langsung akan menstimulasi kerja osteoklas dalam 
resorpsi tulang. Jumlah sel osteoblas pada kelompok kontrol positif digunakan 
sebagai standar untuk menentukan perubahan jumlah osteoblas yang terjadi setelah 
pemberian tepung cangkang udang vannamei. 
Tikus yang diovariektomi akan mengalami penurunan estrogen yang 
menyebabkan peningkatan terjadinya osteoklasgenesis dalam penyerapan tulang 
sehingga tulang kehilangan kepadatannya. Hal ini karena estrogen berperan dalam 
menurunkan produksi sitokin (IL-1, IL-6, dan TNF-α) dalam aktivitas osteoklas. 
Sedangkan osteoblas di sel stroma, estrogen akan akan merangsang ekspresi dari 
osteoprotegerin (OPG) dan TGF-β yang berfungsi menghambat penyerapan tulang 
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dan merangsang apoptosis dari sel sel osteoklas (kawiyana 2009). Kadar estrogen 
yang turun maka kondisi ini menyerupai kondisi menopause pada wanita. 
Penurunan hormon estrogen akan mengakibatkan protein pengikat kalsium pada 
mukosa usus menurun. 1,25-dihidroksikalsiferol adalah protein pengikat kalsium 
supaya dapat diserap oleh usus. Penurunan 1,25-dihidroksikalsiferol akan 
menurunkan kadar kalsium darah karena kalsium tidak bisa diserap oleh usus. 
Penurunan kalsium akan menstimulasi hipofisa dengan mensekresi hormon 
paratiroid. Hormon paratiroid akan mempengaruhi munculnya enzim 1a-
hidroksilase untuk merubah 25-hidroksikalsiferol yang berasal dari metabolit 
vitamin D pada ginjal dan berubah menjadi 1,25-dihidroksikalsiferol di dalam usus. 
Kemudian untuk menambah kalsium, hormon paratiroid juga akan mengambil 
kalsium dalam tulang (Sabri, 2011). 
Kelompok P1 dengan dosis 500 mg/kg BB didapatkan hasil 8,25 ± 0,59a sel 
osteoblas, kelompok P1 terlihat adanya penngkatan jumlah sel osteoblas sebesar 
11,4% namun memiliki notasi yang sama dengan kontrol positif. Hal ini 
menunjukkan bahwa kadar kalsium tepung cangkang udang vannamei dengan dosis 
500 mg/kg BB belum mampu mencapai rata-rata jumlah sel osteoblas dalam 
kondisi normal. 
Pemberian terapi tepung cangkang udang vannamei yang mengandung 
kalsium 35,75 % serta 10,25 % dari pakan (Lampiran 7) pada tikus akan diabsorbsi 
di usus kemudian masuk ke dalam darah, sehingga kalsium dalam darah meningkat 
dan merangsang ekskresi hormon kalsitonin dan menurunkan hormon paratiroid. 
Hormon paratiroid meningkatkan degradasi tulang dengan bekerja langsung pada 
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osteoblas, sedangkan kalsitonin menginhibisi aktivitas osteoklas dalam mengurangi 
resorpsi tulang serta merangsang pembentukan osteoblas (Setyorini, 2009). 
Komponen lain yang mempengaruhi proses remodeling tulang yang terkandung 
dalam tepung cangkang vannamei adalah kitin, kitin adalah polisakarida yang 
struktural yang digunakan untuk menyusun eksoskeleton dari krustasea dan hewan-
hewan sejenis lainnya. Kandungan kitin pada cangkang udang vannamei mencapai 
15-20 % (Andre, 2015). Salah satu  penyusun utama dari kitin  adalah kitosan, 
kitosan dapat menurunkan aktivitas osteoklas dan mencegah terjadinya resorpsi 
tulang. Pada proses remodelling tulang, sel osteoblas merupakan sel yang beperan 
penting dalam pembentukan tulang yang merupakan proses kompleks dan 
melibatkan resorpsi tulang dan pembentukan tulang. Kitosan secara progresif akan 
menurunkan prostaglandin E2 dan sitokin inflamatori yaitu IL-1, IL-6 dan TNF-α 
yang berperan dalam diferensiasi dan aktifasi osteoklas secara langsung melalui 
RANKL, prostaglandin E2 dan sitokin proinflamasi juga mampu menghambat 
pembentukan OPG yang berfungsi menghambat pembentukan osteoklas. Hal ini 
menyebabkan pembentukan dan aktifitas osteoklas terganggu sehingga jumlah sel 
osteoklas mengalami penurunan (Chaesaria, 2015). 
Kelompok P2 dengan dosis 1000 mg/kg BB didapatkan hasil 10,90 ± 0,62b 
sel osteoblas, kelompok P2 terlihat adanya peningkatan secara nyata 47,29 % 
dibandingkan kelompok kontrol positif yang ditunjukkan dengan notasi yang 
berbeda. Hal ini menunjukkan bahwa jumlah sel osteoblas cenderung meningkat 
sesuai dengan meningkatnya dosis pemberian tepung cangkang udang vannamei. 
Peningkatan sel osteoblas ini terjadi karena konsumsi tepung cangkang udang 
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vannamei yang berfungsi sebagai mineralisasi osteoblas dalam pembentukan 
tulang. Hasil yang sama juga ditemukan pada penelitian Calvo dan Park (1996) 
yang memperlihatkan asupan tikus yang rendah kalsium akan meningkatkan 
resorpsi tulang dan menurunkan masa tulang tikus kontrol. Konsumsi tinggi 
kalsium diyakini dapat membantu sintesis metabolit aktif vitamin D pada tikus 
pasca menopause. Konsumsi ini berpengaruh terhadap osteoblas dan 
kemampuannya mempertahankan kadarkalsium dan fosfat  ekstraseluler yang 
cukup agar dapat dideposisikan dalam matriks tulang dalam remodelling tulang 
(Mustafa, 2011) 
Kelompok P3 dengan dosis 1500 mg/kg BB menunjukkan hasil 9,43 ± 0,34a, 
kelompok P3 terlihat adanya peningkatan secara tidak nyata sebesar 27,43 % 
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif yang ditunjukkan dengan notasi 
yang sama. Jumlah osteoblas kelompok P3 terlihat lebih sedikit dibandingkan 
dengan kelompok P2 dengan dosis terapi yang lebih kecil, hal ini juga ditunjukkan 
dengan adanya perbedaan notasi pada P2 dan P3, sedangkan pada P1 dan P3 
memiliki notasi yang sama dengan kelompok kontrol positif yang menandakan 
tidak ada beda nyata antara kelompok perlakuan kontrol positif dan kelompok 
perlakuan P1 dan P2. Hal ini dikarenakan bahwa konsumsi kalsium yang berlebihan 
dapat menyebabkan konstipasi (sulit buang air besar) dan mengganggu penyerapan 
mineral lain seperti zat besi, seng dan tembaga. Kelebihan kalsium dalam jangka 
panjang akan menyebabkan resiko hiperkalsemia, batu ginjal, dan gangguan fungsi 
ginjal (Yacobus, 1992). Apabila terjadi kerusakan pada ginjal maka vitamin D tidak 
dapat teraktivasi menjadi 1,25 dihidroksikalsiferol di tubulus proksimal sehingga 
33 
 
penyerapan kalsium di usus terganggu. Asupan kalsium terekskresi melalui feses 
serta urin, Sehingga kadar kalsium darah kembali menurun dan menyebabkan 
peningkatan resorpsi tulang untuk memenuhi kebutuhan kalsium normal dalam 
darah . Berdasarkan hasil perhitungan osteoblas, asupan kalsium memberikan efek 
optimal pada dosis 1000 mg/Kg BB sedangkan dosis diatasnya dapat memicu 
resorpsi tulang. 
5.2 Pengaruh Pemberian Tepung Cangkang Udang Vannamei (Littopenaeus 
vannamei) Terhadap Ukuran Tebal Matriks Tulang Humerus Pada Tikus 
(Rattus norvegicus) Model Ovariektomi 
Hasil pengamatan matriks tulang dilakukan dengan teknik hematoksilin-eosin 
pada organ tulang humerus tikus model ovariektomi pada setiap kelompok 














Gambar 5.1 Jaringan matriks pada tulang humerus tikus dengan pewarnaan 
hematoksilin-eosin (400x). 
Length: 63.87 µm 
Length: 25.14 µm 
Length: 34.93 µm 
Length: 66.92 µm 
osteosit 
osteoblas 




Keterangan : (K-) kontrol negatif; (K+) kontrol positif; (P1) terapi 500 mg/kg 
BB; (P2) terapi 1000 mg/kg BB; (P3) terapi 1500 mg/kg BB. 
Jaringan matriks pada histopatologi tulang humerus (Gambar 5.2) 
merupakan jaringan yang dibentuk oleh osteoblas dalam metabolisme remodelling 
tulang, matriks tulang terlihat berwarna merah dan mengandung serabut-serabut 
kolagen yang berwarna kebiruan karena bersifat basofil, dalam matriks terdiri dari 
mineral seperti kalsium dan fosfat dalam bentuk kristal-kristal hydroxyapatite. 
Dalam matriks juga terdapat sel osteoklas yang berasal dari makrofag, osteosit yang 
berfungsi sebagai metabolisme pertukaran nutrisi dan zat sisa dengan darah 
(Junaedi, 2007). 
Hasil analisa pengukuran tebal matriks tulang dilakukan pada setiap 
kelompok perlakuan dengan 5 lapang pandang. Data yang di peroleh dianalisa 
secara statistik menggunakan software SPSS metode One way ANOVA dilanjutkan 
dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan α = 5% sehingga didapatkan hasil 
kuantitatif (Tabel 5.2) 




(%) Matriks Tulang 
Peningkatan Penurunan 
Kontrol negatif (K-) 68,79 ± 5,11c 
- - 
Kontrol positif (K+) 52,42 ± 2,32a - 23,79 % 
Perlakuan 1 dosis 500 
mg/kgBB (P1) 
55,82 ± 2,67a 6,48 % 
- 
Perlakuan 2 dosis 1000 
mg/kgBB (P2) 
64,72 ± 4,19b 23,46 % 
- 
Perlakuan 3 dosis 1500 
mg/kgBB (P3) 




Keterangan : Penggunaan notasi yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan 
yang signifikan antar kelompok perlakuan (p < 0,05) 
Hasil analisa statistik menunjukkan bahwa tebal matriks tulang humerus pada 
kelompok kontrol negatif sebesar 68,79 ± 5,11c µm sedangkan pada kelompok 
kontrol positif didapatkan tebal matriks tulang sebesar 52,42 ± 2,32a µm. hasil 
analisa menunjukkan bahwa tebal matriks kontrol positif mengalami penurunan 
sebesar 23,79 % dan berbeda nyata dengan kelompok kontrol negatif. Hasil pada 
kontrol positif digunakan sebagai standar untuk menentukan perubahan tebal 
matriks tulang setelah pemberian tepung cangkang udang vannamei. 
Pengamatan hasil rongent menunjukkan bahwa perlakuan ovariektomi telah 
berhasil membuat kondisi osteoporosis dengan membandingkan hasil foto rongent 
yang dilakukan pada tikus pada hari ke 30, 60 dan 90. Hasil foto x-ray menunjukkan 
ada penurunan kepadatan tulang humerus yang ditandai dengan gambaran x-ray 
tulang humerus kontrol negatif yang lebih radioopaque dibandingkan tulang 
humerus kontrol positif (Lampiran 8). Tulang yang padat akan memberikan hasil 
gambar x-ray yang lebih radioopaque sedangkan tulang yang kurang kompak akan 
memberikan hasil yang lebih radioluscent (Mustafa. 2011). Kepadatan tulang 
sangat dipengaruhi oleh keutuhan mikroarsitektur tulang sebagai hasil atau 
keseimbangan remodelling tulang mencakup proses formasi dan resorpsi tulang. 
Kondisi osteoporosis menunjukkan adanya resorpsi tulang yang lebih cepat 
dibandingkan proses formasi tulang sehingga terjadi penurunan kepadatan tulang 
yang ditandai gambar radiografi tulang lebih radioluscent (kawiyana, 2009). Hal 
ini di perkuat dari hasil penelitian Dae et al (2005) yang menyatakan bahwa tikus 
umur 4, 8, 16, 22, dan 56 minggu setelah ovariektomi menunjukkan hasil gambaran 
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micro-CT tulang lumbal tikus terjadi penurunan kepadatan tulang secara bertahap, 
sehingga tulang tikus umur 56 minggu setelah ovariektomi terlihat paling rapuh. 
Kelompok P1 dengan dosis 500 mg/kg BB didapatkan hasil 55,82 ± 2,67a µm, 
kelompok P1 menunjukkan adanya peningkatan tebal matriks tulang sebesar 6,48 
% namun memiliki notasi yang sama dengan kelompok kontrol positif, hal ini 
menunjukkan bahwa kadar kalsium tepung cangkang udang vannamei dengan dosis 
500 mg/kg BB belum mampu mencapai tebal matriks tulang dalam kondisi normal. 
Terapi tepung cangkang udang pada kelompok P1 menunjukkan adanya 
peningkatan tebal matriks tulang hal ini terjadi terkait peningkatan konsestrasi 
kalsium pada usus sehingga dapat meningkatkan penyerapan kalsium pada usus, 
kemudian masuk ke dalam darah, sehingga kalsium dalam darah meningkat dan 
merangsang ekskresi hormon kalsitonin dan menurunkan hormon paratiroid. 
Hormon paratiroid meningkatkan degradasi tulang dengan bekerja langsung pada 
osteoblas, sedangkan kalsitonin menginhibisi aktivitas osteoklas dalam mengurangi 
reabsorpsi tulang serta merangsang pembentukan osteoblas. Osteoblas yang aktif 
mensekresikan osteoprotegerin (OPG) kemudian OPG akan berikatan dengan 
receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) pada makrofag 
sehingga tidak ada aktivasi osteoklas dan resorpsi kalsium pada tulang tidak terjadi. 
Osteoblas matur mensintesis matriks tulang, terutama kolagen tipe I dan mengatur 
mineralisasi tulang yang baru terbentuk. Beberapa osteoblas matur mungkin 
terjebak dalam mineralisasi tulang dan menjadi osteosit (Sihombing et al, 2012). 
Berdasarkan hasil pengamatan tersebut parameter tebal matriks tulang juga 
berkaitan dengan hasil pengamatan jumlah sel osteoblas, karena dengan 
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bertambahnya jumlah sel osteoblas karena proses pembentukan matriks tulang juga 
akan meningkat sehingga kepadatan tulang akan terjaga.  
Kelompok P2 dengan dosis 1000 mg/kg BB didapatkan hasil 64,72 ± 4,19b 
µm, kelompok P2 terlihat adanya peningkatan secara nyata 23,46 % dibandingkan 
dengan kelompok kontrol positif yang ditunjukkan dengan notasi yang berbeda. Hal 
ini menunjukkan bahwa tebal matriks tulang cenderung meningkat sesuai dengan 
dosis pemberian tepung cangkang udang vannamei. Pada proses remodeling tulang 
sel osteoblas akan teragregasi dengan zat inter seluler tulang yang mengandung 
kolagen untuk membentuk serat kolagen baru dan membentuk osteoid, deposisi 
garam kalsium akan terjadi dengan diawali berupa pulau kecil atau spikula 
kemudian akan membentuk osteon dengan sistem harver, pada saat osteoid 
terbentuk, beberapa osteoblas terperangkap dalam osteoid dan selanjutnya disebut 
osteosit (Sularsih, 2012). 
Kelompok P3 dengan dosis 1500 mg/kg BB menunjukkan hasil 59,36 ± 7,60a 
µm, kelompok P3 terlihat adanya peningkatan secara tidak nyata sebesar 13,23 % 
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif yang ditunjukkan dengan notasi 
yang sama. Analisa statistik tebal matriks tulang yang paling tinggi adalah 
kelompok P2, kemudian kelompok P3 dan paling akhir adalah kelompo P1, dosis 
tepung cangkang udang vannamei yang diberikan pada kelompok P!, P2, dan P3 
masing masing adalah 500, 1000, dan 1500 mg/kg BB, dosis pada kelompok P3 
merupakan dosis tertinggi tidak membuat tebal matriks tulang lebih tinggi 
dibandingkan dengan kelompok P2 maupun P3. 
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Hal ini sesuai dengan pendapat Yacobus (1992) yang menyatakan bahwa 
konsumsi kalsium yang berlebihan dapat menyebabkan konstipasi (sulit buang air 
besar) dan mengganggu penyerapan mineral lain seperti zat besi, seng dan tembaga. 
Kelebihan kalsium dalam jangka panjang akan menyebabkan resiko hiperkalsemia, 
batu ginjal, dan gangguan fungsi ginjal. Apabila terjadi kerusakan pada ginjal maka 
vitamin D tidak dapat teraktivasi menjadi 1,25 dihidroksikalsiferol di tubulus 
proksimal sehingga penyerapan kalsium di usus terganggu. Asupan kalsium 
terekskresi melaui feses serta urin, sehingga kadar kalsium darah kembali menurun 
dan menyebabkan peningkatan resorpsi tulang untuk memenuhi kebutuhan kalsium 
normal dalam darah . Berdasarkan hasil pengukuran tebal matriks tulang, asupan 
kalsium memberikan efek optimal pada dosis 1000 mg/KgBB sedangkan dosis di 
atasnya dapat memicu resorpsi tulang. 
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BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN 
6.1 Kesimpulan  
Berdasarkan penelitian yang telah dilakuan, dapat disimpulkan bahwa : 
1. Pemberian tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus vannamei) pada 
tikus putih (Rattus norvegicus) model ovariektomi dengan dosis 1000 
mg/kgBB/hari dapat meningkatkan jumlah sel osteoblas tulang humerus 
sebesar 47,29 % mencapai kondisi normal. 
2. Pemberian tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus vannamei) pada 
tikus putih (Rattus norvegicus) dengan dosis 1000 mg/kgBB/hari dapat 
meningkatkan ketebalan matriks tulang humerus sebesar 23,46 %.  
6.2 Saran 
 Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai zat aktif lain dari kandungan 
tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus vannamei) seperti protein, kitin dan 
lemak yang kemungkinan dapat mempengaruhi proses penyerapan kalsium serta 
perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan tepung cangkang udang vannamei 
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